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复方壳多糖组织工程真皮促血管生成活性的研究 

周凌 伍津津 鲁元刚 朱堂友 

组织工程皮肤作为皮肤替代物覆盖创面，能否有效促进 

血管形成一直是学术界关注的重点。为了解复方壳多糖组 

织工程真皮的促血管生成活性 ，笔者采用氚标记胸腺嘧啶脱 

氧核苷( H—TdR)掺入法，对复方壳多糖组织工程真皮条件 

培养基促内皮细胞增生的能力进行了观察，拟为组织工程皮 

肤血管化的进一步研究提供实验依据。 

1 材料与方法 

1 1 主要试剂 和仪器 

DMEM培养基 (美 国 Hyclone公司 )，内皮细胞 无血 清培 

养基(北京清原昊生物科技有限公司)，壳多糖 、硫酸软骨素、 

透明质酸(美国Sigma公司)，人血管 内皮生长因子(VEGF) 

试剂盒(深圳 晶美生物工程有 限公 司分装)， H —TdR(上海原 

子核研究所)，液体闪烁计数仪(美国 Beckman公司)。 

1．2 方法 

1 2．1 细胞分离与培养 参照文献[1]方法行成纤维细 

胞(rb)的分离和培养。将 Fb按 2．5×10 个／cm 接种于24 

孑L板，共3个复孑L。吸取培养 48 h液体，一20℃保存。人脐 

静脉内皮细胞(HUVEC)的分离和培养按文献[2]方法进行。 

1 2 2 胶原凝胶组织工程真皮的制备 参照文献 [1]方 

法进行 ，在胶原凝胶 中按 2．5×10 个／cm 接种 Fb，共 3个复 

孑L。吸取培养48 h液体，一20℃冻存。 

1．2．3 复方壳多糖组织工程真皮的制备 按文献[3]方 

法进行，在胶原-壳多糖一糖胺聚糖凝胶中按 2 5×10 个／cm 

接种 Fb，共 3个复孑L。吸取培养 48 h液体，一20℃冻存。 

1．2 4 条件培养基的配制 对照组：含体积分数 10％ 

DMEM的内皮细胞无血清培养基；实验 1组：含体积分数 

10％的单层 Fb培养液 的内皮细胞无血清培 养基 ；实验 2组 ： 

含体积分数 10％复方壳多糖真皮培养液的内皮细胞无血清 

培养基；实验3组：含体积分数 20％复方壳多糖真皮培养液 

的内皮细胞无血清培 养基 。 

1．2．5 各培养液中VEGF含量的检测 采用酶联免疫吸 

附测定法 ，操作按说明书进行。 

1．2．6 H-TdR掺入法测量复方壳多糖组织工程真皮促 

HUVEC增 殖能力 HUVEC按 2×10 个／孔接 种 于 24孑L 

板 ，分别加入 4种条件 培养基，第 3天每孔加 入 37 kBq 

H-TdR，24 h后胰蛋白酶消化细胞，液体闪烁计数仪计数。 

1．3 统计学处理 

采用 SPSS 10．0统计学软件进行 方差分析。 
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2 结果 

2 1 各培养液 中 VEGF含量 比较 

复方壳多糖真皮和胶原凝胶真皮培养液中 VEGF含量 

均高于单层 Fb培养液 (P<0 05)。复方壳多糖真皮与胶 

原凝胶真皮分泌的VEGF含量比较，差异有统计学意义(P< 

0 O1)。见 图 1。 
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图 1 各培养液中血管内皮生长因子(VEGF)含量比较 。与 

单层成纤维细胞(Fb)培养液 比较 ，a：P <0．05；与胶原凝胶 

真皮培养液比较，b：P<0．0l 

2 2 各条件培养基促 HUVEC增殖能力比较 

实验 2、3组促 HUVEC增 殖能 力 与对照组 比较 ，差异有 

统计学意义(P <0 01)。实验 1组 HUVEC的增殖能力明 

显低于实验 2、3组 (P<0．O1)。实验 3组明显高于实验 2 

组 (P <0．05)。见图 2。 
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图2 各条件培养基促人脐静脉内皮细胞增殖能力比较。与 

对照组(体积分数 10％DMEM无血清培养基)比较，a：P< 

0．叭 ；与实验 1组(体积分数 10％成纤维细胞培养液无血清 

培养基)比较，b：P<0．01；与实验2组(体积分数 10％复方 

壳多糖无血清培养基)比较 ，C：P<0．05 

3 讨论 

Fb分泌细胞因子刺激血管生成，是伤口修复的必要过 

程。在其分泌的多种细胞因子 中，VEGF是最重要的促血管 

生成 因子 。本研究结果 表明 ，Fb三维培养时分泌 的 VEGF远 

高于单层培养。三维培养促进 Fb分泌 VEGF，不仅使 Fb数 

量增多，而且使细胞外基质(ECM)沉积。ECM不仅为组织 

的生长提供物理支撑，也控制 Fb的增殖及其功能的发挥 。 

ECM 可上调 VEGF的分泌 。胶 原是 ECM 的主要 成分 ，其 

分子结构在细胞间通讯和信号转导中发挥重要作用。在 Fb 

分泌生长因子作用于自身时，三维结构可能有利于维持这种 

O 0 0 0 0 0 0 吣 ∞∞ ∞∞ 6 5 4 3 2 l —I_u_} 迥轻4{ L卅 杂辎 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



主 缝 查 !生 旦第23卷 5期 Chin J Burns，October 2007，Vo1．23，No．5 

Fb一细胞因子一Fb生物链。本研究表 明，加有壳多糖的真 

皮能促进 VEGF的分泌，可能是因为壳多糖刺激 Fb增殖和 

通过 ECM促进 VEGF的分泌。 

本研究证明 ，复方壳多糖组 织工 程真皮 条件培养基 能促 

进内皮细胞增殖，且具有剂量依赖性。该作用是通过多种细 

胞因子协同完成的，其中起重要作用的有 VEGF及成纤维细 

胞生长因子 2等。VEGF是其中主要的促血管生成因子，其 

他重要因子除直接作用于内皮细胞外 ，都可通过增强 VEGF 

的表达间接促进 内皮细胞增 殖 ’ 。三维 培养 时 ，ECM 能够 

显著促进 Fb的增 殖 ，促使其分泌 多种 促血管生 成因子 ，这些 

因子各 自或 与种 子 细胞 相互 联 系 ，共 同促进 内皮 细胞 的增 

殖，有利于移植后伤口的新生血管生成，加速伤 口愈合。 
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1 资料与方法 

1．1 临床资料 

2006年 2—10月，笔者单位收治的 80例成年烧伤患者 

中男 47例 、女 33例，均为伤后 24 h内入院的混合 Ⅱ度烧伤 

患者 。年 龄 18～59(37±15)岁 ，烧 伤 总 面积 l1％ ～30％ 

[(17±6)％]TBSA。致伤原因：火焰烧伤41例，热液烫伤 35 

例 ，化学烧伤 4例。 

1．2 治疗方法 

患者入院后，创面局部涂抹质量分数 1％磺胺嘧啶银霜 

并包扎。患者签署知情同意书。在第 1、2次创面换药前 30 

min，按照随机双盲试验法给予高乌甲素(福州海王福制药有 

限公司 ，批 号 20051201)或等渗 盐水 (笔者 医院药 剂科 ，批号 

051206)。采用交叉试验法，即4 mg高乌甲素与 2 ml等渗盐 

水每次 1种，交替进行肌内注射 ，共 40例患者。另外 40例 

患者采用相同交叉试验方式，但高乌甲素、等渗盐水用量加 

倍。试验期间，患者不使用其他镇痛或镇静药物。第 2次创 

面换药时间在第 1次换药24 h后，由同一位医师操作。 
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1．3 观察指标 

采用视觉模拟评定方式(VAS)，根据患者感受评定每次 

用药前，用药后 30 min(换药开始前)，换药过程中，换药后 

1、3、5 h的疼痛程度，同时观察记录患者心率、呼吸频率、血 

压 、血氧饱和度变化和其他不 良反应 发生情 况。 

1．4 统计学处理 

数据以x±s表示，应用 SPSS 10．0统计分析软件，组内 

比较采用配对 t检验 ，组间 比较采用独立样本 t检验 。 

2 结 果 

80例 患者用药前 VAS疼痛评分 相近(P >0．05)。每例 

患者在用药后 30 min、换药过程中和换药后 1、3 h，应用高乌 

甲素与应用等渗盐水比较，VAS疼痛评分均明显减少(P< 

0．O1)；换药过 程 中的 VAS评分 平均值 分别减 少 2．0和 2，5 

(P<0，O1)。上述观察时相点下，应用不同剂量高乌甲素的 

患者，其心率、呼吸频率、血压、血氧饱和度差异无统计学意 

义(P>0．05)，亦未见明显的不良反应。见表 1。 

表 1 高乌甲素用于烧伤创面换药前后患者疼痛评分的比较(分，x±s) 

注：与同一交叉组使用等渗盐水比较，a：P <0．O1；与本组用药前比较，b：P<0．O1；与使用4 mg高乌甲素比较，c：P<0．05 
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